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又 野 禎 也
r/m H M-S F M E-1 細胞 は ▲ 1 2番 目 の ア ミ ノ 酸が グ リ シ ソ か ら バ リ ン に 置 換 さ れ た 活性型 ヒ ト cpHa-ra Sl とマ ウ ス
cTmyC を S F M E細胞 に 導入 して 得た形質転換細胞株(r a s/m yc-S F M E細胞)に , さ ら に ネ オ マ イ シ ソ 耐性遺伝子を含 む プ ラ ス
ミ ド pS V2n eo を 導入 して確立され た 細胞で , Balb/c マ ウ ス で 高 い 自然転移 を起 こす こ と が報告 され て い る . 本研究 で は , が
ん の 遠 隔転移の 実験 モ デ ル と して 本細胞 が有用である か否か と , 微小転移の 検出を特異的 D NA 増幅反応(P C R法)を用 い て
行う こ とが で き るか否 か を 明らか に する こ と を 目 的と した . そ の た め , まず 本細胞 を マ ウ ス 足既に 移植 し , そ の 後経時的に肺
へ の 遠隔転移を調 べ た . 検 出の 方法と して は , 病理学的手法 と PC R法 を 用 い た . P C R法 で は , プ ラ イ マ ー を活 性 型セ ト
c-Ha-ra Sl の エ ク ソ ン 1 の 両 脚 こ設定 し, エ ク ソ ン 1の 128塩基対(bas epair,bp)を増幅 した . そ の 結果 , 病理学的に 転移 が証
明 された肺で は t P C R法 で も目的遺伝子 の 増幅産物を検出す る こ とが でき , 転移細胞 の 検出は本方法 でも可能であ る こ と が示
された . 次に , 肺転移腫瘍細胞数を定量す るた め , 液体培養か ら待 た r/m H M-S F M E-1 細 胞よ り D N A を抽出 し , 制 限酵素
Hind Ⅲに て 消化後 , 同制限酵素処理 正 常 マ ウ ス 肺 D N Aと各種濃度 に て 混合 し標準液と した . 各検体を P C R法に て 増幅 し,
D N Aハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た後 に増幅遺伝子産物 の 量を 算定 し, 検量線を 作成 した . そ の 結果 , マ ウ ス 1匹肺あた り
104 個以上 の 腫瘍細胞があれば P C R法に て検出が 可能 で ある と い う結論を得 た . こ の 紡果 に つ い てほ , 制限酵素 Ec oR Iを
用 い て検量線 を作成 した 場合にも, ほぼ同様 の 検量結果が得 られ , 再現性を持 つ も の で あ っ た . こ の 検量線 よ り転移腫瘍細胞
数は移植14日 目は 1.5×106 個で あ り , 28 日目 で ほ 4.0×10
6個 と推測され た . 以上 の 結 果よ り, r/m H M-S F M E-1細胞 は免疫欠
損の ない マ ウ ス を用 い た 実験転移.モ デ ル と して 有用で あ り , ま た 微小転移腫瘍 の 検出や未確認転移細胞 の 定量的 な検出に
P C R法 が有用 で ある こ とが 示 された .
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現在 日本人 の 死亡 原因 の 第 1位 は 悪性新生物 で あ る . しか
し, 診断技術 の 向上 や , ドッ ク な どの 健康診断の 普及に伴い ,
手術可能な早期癌 の 状態で発見 され る例が 増え て い る . 一 方 ,
発癌 の メ カ ニ ズ ム に つ い て は , 分子生物学的手法の 普及 に よ り
種々 の 癌遺伝子や癌抑制遺伝子が発見され , 現在そ の 機能解析
も進ん で い る . ま た , 治療面で ほ t サ イ ト カイ ン 療法な どの 新
しい 支持療法 の 導 入や , 新種の 抗癌剤の 開発 に 加え , 最近 で ほ
遺伝子治療も ー 部 の 施設 で 試 み られ て い る . しか し , そ の 反
面 , 発見され た時点で既に遠隔転移を伴 っ て い る症例や , 手術
後に 再発す る例, 抗癌剤療法に反応 しな い 例 な ど, 悪性腫瘍 の
克服に は ま だ 多く の 問題が残 っ て い る . こ の よ う な 状況 の 中
で ∴悪性腫瘍の 特徴の 一 つ で ある転移の 問題 が近年急速 に脚光
を浴び , 多くの 研究施設か ら高転移性細胞株 の 樹 立 や , 転移 の
原 因 , 評 価 , 治療 な どに 関す る様 々 な知見 が報告 され て い
るtトI T)
現在頻用 され て い る転移実験 モ デル に は , 癌細胞と して ヒ ト
材料2)a)を 使 っ た もの と , 動物材料▲〉
～ ll)を 使 っ た もの と が あ る .
ま た , 癌細胞 の 宿主 と して は ヌ ー ド マ ウ ス な どの 免疫欠損を持
つ 動物が 用 い られ て い る
掴 )
. こ の 場合は , ヒ トを 含め た 異種の
腫瘍を材料と して 使う こ と が 可能 で あり 上 底瘍の 直接的な動態
を調 べ るうえ で 極め て 有用で ある . しか し , 転移ほ 癌細胞自体
の 持 つ 特性の 他に , 宿主の 生体反応も関わ っ て い ると 推測され
て お り , 今後転移に関する様 々 な研究 が行わ れ て い くうえで考
慮 しなければな らない 問題点と して 残 され て い る . こ れ らを克
服す る方法は , 全て の 系を 試験管内で行う こ と で あろう. しか
し, 転移に 関係す る因子に ほ l 免疫能 , 細胞接着分子
1 8)19)
, 細胞
外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素20)21), 癌遺伝子22), 癌抑制遺伝子
23)24)など
多く の も の が あり , しか もそ れ ぞれ が 極め て複雑 に絡み合 っ て
い る と考 え られ る ため , 現段階 で は 試験管内で 行 う こ とほ極め
て 困難である . 一 方 , 従来 , 転移の 評価は 主 と して 病理 学的方
法
6)7)25)26)に よ り行わ れて きた . こ の 方法は 簡便で , 享た視覚的説
得性にすぐれ , 広く普及 して い る反面 , あ る程度以上 の 大きさ
の 転移巣が な い と 同定 が困難 で ある点や , 転移巣の 大小 , ある
い ほ 転移細胞数な どに つ い て の 評価ほ 困難であ り ∴定量的な面
で問題点が残 されて い る .
今 臥 r/m H M-S F M E-1 細胞を 用い , 宿 主動物体内で の 転移
腫瘍細胞数の 定量を試 み た . 本細胞ほ , S F M E細胞
27}由来の 細
胞で ある . S FM E 細胞 ほ , Balb/c マ ウス 由来である が , 造腫瘍
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能を持た な＼､細胞 で ! 通常 の 細胞 と異 な り血 清を 含む培地 の 中
では増殖できな い . しか し , 癌遺 伝子に よ り形質転換 さ せ る
と , 血清を 含む 培地中で の 増殖が 可能 と な り , 分化能の 消失 と
ともに , 表皮増殖因子に 対す る依存性 が消失す ると い う特徴を
持っ て い る
印
. さ らに , 形質転換細胞の 造腫瘍性 の 有無 を同系
の Balb/c マ ウ ス を用 い て検討する こ と が でき る とい う特徴も
ある . こ の よ う な 形質転換細胞 の 一 つ の r a s/myc-S F M E細
胞抑 は 1 12番目の ア ミ ノ 酸が グ リ シ ン か らバ リ ソ に置換 され た
ヒ ト活性4 M-Hala Sl t マ ウ ス c-myC を S F M E細胞に 導入 し
て得られ た 細胞株 である . こ の 細胞 に , さ らに ネオ マ イ シ ソ 耐
性遺伝子を含む プ ラ ス ミ ド pS V 2n eoを 導入 して再度形質転換
させ た細胞を得た . こ の 形質転換細胞 を Balb/c マ ウス に 移植
した と こ ろ , 高頻度 に遠隔転移を起 こ す細胞 の 含 まれ て い る こ
とが解 っ た . こ の 細胞 を マ ウ ス 生体内 で継代 した あと , 軟寒天
中で ク ロ ー ニ ン グ し, r/m H M-S F M E-1 細胞を 確立 した1)29). 本
細胞は , 従来の 転移実験系 に 用 い ら れ て い る細胞株 と比較 し
て , 転移を解析するう え で よ り有用な系を掟供す る可 能性 が示
唆される .
本研究 ほ , ま ず, 癌 の 遠隔転移の モ デ ル と して の 本細胞 の 有
用性に つ い て 検討 した . 次 に , 転移の 評価法 の 一 つ と して 特異
的 D N A増幅反応(P C R法)
30)31)を 用い て 腫瘍細胞特異的遺伝子
の 検出が 可 能か 否か に つ い て 検討 した . さ らに , P C R法 で 腫瘍
細胞に 特異的な ヒ ト c-ガα-rα∫J遺伝子 を増幅 して 検量線 を作成
する こ と に よ り, 肺 に 転移 した腫瘍細胞量 の 定量化を試 みた .
以上 を総合 して ∴ 定量的意味を持たせ た新 しい 転移腫瘍 の 評価
法と して の P C R法の 有用性 , お よび 問題点に つ い て明 らか に
する こ とを 目的と して 以下 の 実験 を行 っ た .
対象お よび方法
Ⅰ . 移植腫瘍細胞
r as/myc,S F M E細胞 ほ , S F M E細胞27)に ヒ ト膀胱癌由来活性
型 c-〟αでα∫J お よ びマ ウ ス C-mツC を 導入 して 得 られ た細胞株
で28), Balb/c マ ウ ス に腫 瘍原性を 示 す . No m u raらl)は t オ レ ゴ
ン 州立大学 D. Barn esよ り供与 され た 本細胞 に , ネ オ マ イ シ ン
耐性遺伝子を含む プ ラ ス ミ ド pS V 2n e oを 導入 して , 新た に r/
mH M-S F M EMl細胞を確立 した . こ の 細胞ほ , Balb/c マ ウ ス で
高い 自然転移能を示す た め1), 本研究で 移植腫瘍細胞 と して 使
用 した . 全て の 細胞は Lo oら27)の 原法に 従 っ た無血 清培養に よ
り維持 し, 必 要時 に 一 部を 10 %(v/v) 非働化ウ シ 胎 児血 清
(Flo w Labor atories, M c Le a n, V A, U S A)を 加え た ハ ム 1 2F/ダ
ル ベ
ッ
コ 変法 イ ー グ ル 培地(H A M1 2F/Dulbe c c o
'
s m odified
Eagle m ediu m, F/D 培地) (Sigrn aC he mic al Co ., St. Louis,
M O, US A)を用 い て ▲ 5 % C O2, 37 ℃の 条件下 で培養 し , 実験
用い た .
Ⅱ . r/mHM -S F M E-1 細胞の 造腫瘍能の検定
液体培養 よ り得た 1×1 0
6
個 の r/mH M-S F M E-1 細胞 を リ ン
酸緩衝生理食塩水(phosphate-buffer ed s alin e, P B S) に 浮 遊 さ
せ , 6週齢 の Balb/c マ ウ ス の 足既に 移植 した . そ の 後 , 形成 さ
れた移植腫瘍塊の 最大径 を , 経時的に ノ ギ ス を用い て 計測 し,
Balb/c マ ウ ス に 対す る r/m H M-S F M E-1 細胞の 造腫瘍鰭 を調
べ た
.
Ⅲ ･ S F M E細胞 , ra S/myc-S F M E細胞 , r/m H M-S F M E-
1 細胞からの D N A抽出と ヒ ト c- 〟d-r α∫J の検 出
1 ･ 高分子 D N Aの 抽 出
前述の 条件下の 液体培養中の S F M E細胞 , r aS/m yc-S F M E
細胞お よ び r/mH M-S F M E-1 細胞を , P B S にて 1 回洗浄 した .
そ の 後細胞 に , 0.1 % トリ プシ ソ (Sigm aC he mic al Co.) と 0.2
m M E D T A(和光純薬, 大阪)の 混合液を 500pl加 えた . 室
て 1分間放置 して 細胞を遊離 させ た後 , 大豆 由来 トリ プ シ ン イ
ン ヒ ビ タ ー (Gibc o, Gr a nd Isla nd, N Y, U S A) [ 最 終濃度
10〟g/ml] を作用 させた . こ れ に , 10 %(Ⅴ/v) 非働化ウシ 胎児
血清を加え た F/D 培地を混ぜ て , 1 5 血 ポ リプロ ピ レ ン チ エ∵ -
ブ (Co rning Gla ssW orks, Cor ning, N Y, U S A) に 移 した . 4
℃ , 3,000回転/分で 5分間の 遠心 を 行い , 上帝 を吸引除去 した
後 , さ らに 一 度 F/D 培地で洗浄 し , 粒 子計測器 (m odel Z BI,
Co ulterEle cto nicIn c., Hiale ah, F L, U S A)を 用い て , 細胞数 を
算定 した .
4 ℃, 3,000 回転/分で 5分間遠心 して得た細胞 に , 5mlの 溶
解緩衝液 [100m M E D TA, 20m M Tris- H Cl(Sigm aC he mic al
Co.)pH 8.0, 1 % S D S( igm aC he mic al Co.)]お よび , プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ K(Mer ck, Der m stadt, Gerrna ny)20m g/mlを 50J`1を加
え , 据挿 した . 氷上 で10分間静麿後 , 50 ℃の 恒温槽に移 し, 酵
素を12時間作用 させ て 分解 した . こ れ に , 5mlの 飽和 フ ェ ノ ー
ル (半井, 京都)･ ク ロ ロ フ ォ ル ム (和光純薬)･ イ ソ ア ミ ル ア ル
コ ー ル (和光純薬)(25:24:1) 混合液を加 え , 室温 で40分間ゆる
や か に 据絆 した . 15℃ , 3,000 回転/分, 20分間の 遠心 分離後 ,
フ ェ ノ ー ル 層を 吸引除去 した . 同様の 操作を さらに 2回 線り返
して D N A を抽出後 , 水飽和ジ ュ テ ル エ ー テ ル (和光純薬)を加
え て よ 室温 で40分間処理 した . 遠心 後 , ジ ュ チ ル エ ー テ ル 層 を
吸引除去 し, 再度同様 の ジ ュ チ ル エ ー テ ル 処理 を 追加 し, 試料
を 透析用 チ ュ ー ブ (三 光純薬 , 東 京) に 移 し , Tris-E D TA
(T E) 緩衝液[10m M Tris-H CIpH 8.0,1m M E D T A]に 対して 3
日間透析を行 っ た . 得られた D N A溶液ほ , 分光光度計(モ デル
U V 16 0, 島津 , 京都)を 用い て , 260n m に おけ る吸光度(O D)
を測定 し, 1 0 D を50pg/ml と して D N A濃度 を算出 し 巨 以後
の 検討 に 用い た .
2 . 制限酵素処理
各 10pgの D N Aを制限酵素 Hind Ⅲ(ニ ッ ポ ン ジ ー ソ , 富
山)また ほ 制限酵素 Ec oR I(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)を 用 い , 以下 の 方
法 で 消化 した .
制限酵素 Hind Ⅲ消化で ほ , D N A溶液と リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
A (Sigm aC he mic al Co,)10mg/mlを 3FLl, 反応用緩衝液[最
終濃度 1 0m M Tris-H ClpH7.5, 7m M MgC12,60m M NaCl] を混
合 し, 制限酵素 を加 え た 後37 ℃ で消化 し た . 制限酵素 EcoR
I 消化で ほ , D N A溶液に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A l Om g/ml を
3pl, お よ び反応用緩衝液 [ 最終濃度100m M TrisTH CIpH 7.5,
7m M MgC12, 50m M NaCl, 7m M 2-メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル (半
井), ア セ チ ル 化ウ シ ア ル ブ ミ ン (Bethe sda Res e ar ch Laborat-
o rie s, Gaithersburg, M D, U S A)50FLg/ml] を加え , 制限酵素を
加えた後37 ℃ で消化 した . い ずれも12時間後に , 0,5m g/ml の
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 1 % H G Tア ガ ロ ー ス ゲ ル (F M C
Biopr odu cts, Ro ckla nd, M E, U S A)に て 1× T A E泳動用緩衝液
[最終濃度 40m M Tris- HClpH 8.0, 20m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム ,
2m M E D T A, 1.55 %酢酸] を用 い 反応液 の ～ 部 を電 気泳動 し
た . 消化不 十分 であ っ たもの は さ らに 制限酵素を追加 し , 完全
に消化 した .
制限酵素処理後は , 反応液の 半容量の 飽和 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ
ロ フ ォ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (25:24:1)を加えて , 室温
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に て処理 した 後 一 数回 ジ ュ テ ル エ ー テ ル 処理を行 っ た ･ ジ ュ テ
ル エ ー テ ル 層を 除 い た 後 ∴第2 プ チ ル ア ル コ ー ル (和光純薬)を
用い て最終 10恥1 ま で濃縮 した . 再度 ジ ュ チ ル エ
ー テ ル 処理を
行 っ た 乱 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム pH 6･0(和光純薬)1 0れ 氷冷 エ
タ ノ ー ル (和光純薬)275〟1 を加え, - 80 ℃で一 晩保存 した ･ 4
℃ ｣ AO OO回転/分 , 20分間の 遠心を行い ▲ 上 清を 捨て , 得 られ
た 沈澱を75% エ タ ノ ー ル で洗浄 し, 減圧乾燥後 T E緩衝液に溶
解した .
3 . D N A濃 度の 算定
D N A濃度 の 算定 に ほ 4
'
,6 ギア ミ ヂ ノ ー2-フ ェ ニ ル イ ソ ド ー ル
2塩酸(4
,
,6-diamidin o【2-phe nylindole ･2 H Cl, D API)
32)を 用い ,
D N A溶解液 0.5pl と D A PI試薬(1mg/ml, ニ ッ ポ ン ジ ー ソ)
40れ T E緩衝液 196恥l の 混合液を作り , 全自動蛍光光度計で
D N A濃度 を算定 した . コ ソ ト ロ ー ル と して ほ , 制 限酵素 Ha e
Ⅲ で 消化 した ◎Ⅹ174 D N A と Sty I で消化 した 入D N Aの 混
合液 (9ng/d, ニ ッ ポ ン ジ ー ソ)10〃1を 用い た ･
4 . プ ロ
ー ブ の 調整
ヒ M 台盤由来 c-〃αで α∫J を 含 む プ ラ ス ミ ド pU C18 C
a3)は
JC R B遺伝子 バ ン ク よ り供与 を受けた . プ ラ ス ミ ドを 大腸菌
H BlOl内 で 増殖 させ , 常 法に 従 っ て精製後 , 制 限酵素 Kpn
I お よびSa cI に よ っ て 消化 した . そ の 後, 1.5% ア ガ ロ ー ス
L(ニ ッ ポ ン ジ ー ソ) 中で , 1× T AE 泳動用緩衝液 を用 い 7 0V
l時間電気泳動 し, 919塩基対(ba s epair,bp)の バ ン ドを得 て ,
ヒ ト c-〃αでα∫J の エ ク ソ ン 1用の プ ロ ー ブ と して 用 い た ･ プ
ロ ー ブの 標識 は t ラ ン ダ ム プ ライ マ ー D N A ラベ リ ソ グ キ ッ ト
(宝酒造, 京都) を , 用法 に 従 い [α-
32
p] dC T P(ア マ シ ャ ム ･
ジ ャ バ ソ , 東京)で 標識後 エ タ ノ
ー ル で沈澱 させ , T E緩衝液に
溶解 して 実験に使用 した .
5 . D N Aハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 法
D A PI法で算出した D N A5FLg に プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を
加 え , T E緩衝液 で最終的 に 30〃1 に調整 し た ･ 各試 料 は
0.5m g/血 の エ チ ゾ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む1･ 2% ア ガ ロ ー ス S
(ニ ッ ポ ン ジ ー ソ) 上 で , 1×T A E泳動用緩衝液 を用 い 定電圧
80 V で 3時間電気泳動 した . 電気泳動 の 分子量 マ
ー カ ー に ほ 制
限酵素 H ind Ⅲ で消化 した 入D N A(宝酒造)を用 い た ･ 電気泳
動後の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に , ト ラ ソ ス イ ル ミ ネ ー ク
ー を 用 い
302nm の 紫外線 を 4分間照射 し, そ の 後 0･25 N H Cl に 5分間
浸 した . 蒸留水に て 洗浄 した 乳 ア ル カ リ変性液[0･4 N NaO H
(和光純薬), 0.6 M NaCl] に 浸 して20分間振返 し , 再度新 し い ア
ル カ リ変性液に替え, 同様の 操作 を繰 り返 した . 再び 蒸留水に
て 洗浄 した 後 , 2 0倍 濃度 の S S C(20×SS C) (1倍 濃度 の
S S C= 0.15 M NaCl, 0.01 5 Mク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム)を 加え , 室
温に て3 0分間の 中和換作を行 っ た . さ らに , 新 しい 中和液 に替
えて室温忙 て30分間振塗 し , 完全 に 中和 させ た ･ 次 い で ペ
ー
パ ー タ オ ル を 用 い た キ ャ ピ ラ リ ー 法 で , 20×S S C を用 い て ナ イ
ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Hybo nd-N, Am er sha m Inter n ati-
o n alplc, Bu ckingham shir e, U K)に 転写 した . D N A転写後 の ナ
イ ロ ン メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー ほ , 5倍濃度の S S C(5×S S C)を
用 い て 洗浄後, 37 ℃ で乾煉 させ た . 302n m の 紫外線 を 4分間照
射 した 後 ‥ 錮 ℃ 3時間の 減圧乾燥を行い , D N Aを フ ィ ル タ
ー
に固定 した . こ の フ ィ ル タ ー を シ ー ル ドバ ッ グ (コ ス モ バ イ れ
東京)に い れ; 5×S SC で 一 度浸潰 した 軋 プ レ ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ソ 緩衝液 [最終濃度 5×S S C, 25m M NaH2P O4 pH 7･0,
0.1 % S D S, 0.1 % フ ィ コ
ー ル (Sigm aC hemic al Co･), 0･1 % ポ リ
ビ ニ ル ピ ロ リ ドン (Sigm aC hemic al Co･),0.1 % ウシ 血 清ア ル ブ
ミ ン (Sigm a C he mic al Co.), 変 性 サ ケ 精 子 D N A(Sigm a
C hemical C O.)0.4mg/ml] を 加え , 42 ℃で12時間反応 させた .
その 後 シ ー ル ドバ ッ グ 内の 液を , ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩衝
液 [ 最終濃 度5×S S C, 25m M NaH2P O4 pH 7･0, 0･1 % S DS,
0.1 %フ ィ コ ー ル , 0.1% ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0.1%ウ シ 血清
ア ル ブ ミ ン , 変性 サ ケ 精子 D N A O.4mg/ml,50 %ホ ル ム ア ミ ド
(和光純薬), プ ロ ー ブ DN A] に 替え , さ ら に42 ℃ で12時間反応
させ た . 反応後 の フ ィ ル タ ー は , 室温 に て 5×S S Cで
一 度洗浄
し, そ の 後 0.2×S S C と 0.1 % S DSの 混合液を用 い て , 42 ℃ で
15分間の 浸演 を 二 回行 い , 余分な プ ロ ー ブ を 除去 した ･ 最後に
Ⅹ線 フ ィ ル ム (Kodak, N Y, U S A)を用 い て フ ィ ル タ ー の オ ー ト
ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た .
Ⅳ . 生存曲線
1×106 個 の r as/myc-S F M E細胞お よ び r/m H M-S F M E-1細
胞を Balb/c マ ウ ス の 背部皮下に移植 した . ra s/m yc-S F M E細
胞移植 マ ウ ス は 1群19軋 r/m H M-S F M E-1 細胞移植 マ ウス ほ
1群1 2匹を使用 した . 腫瘍移植後経時的に マ ウ ス を 観察 し, 各






個の r/m H M-S F M E-1 細胞 を , 1群 5匹の Balb/c マ
ウ ス の 足 舵に 移植 した . 腫瘍移植 7 日目, 14 日 目, 21日 目およ
び28 日目に 屠殺 し , 肺を 摘出 した . 3匹か らほ , 下記の 方法を
用 い マ ウ ス 肺 D N A を抽出 し , 以下 に示す P C R法を 用い て転
移腫瘍の 有無を検討 した . また , 2匹か ら得た肺 で は , 病理学
的手法に よ り転移 の 有無を検討 した . ま た , 別 に 1×10
6個の
r/rnH M-S F M E-1 細胞を 8匹お よ び 7匹 の 2群 の マ ウ ス 足舵
移植 し, そ れ ぞれ14 日目お よ び28 日目に 屠殺 して , 肺と 腎臓を
摘出 した . 両臓器よ り同様 の 方法 に て 高分子 D N Aを抽出 し,
P CR 法を 用 い て ヒ ト c一 助-rα∫J エ ク ソ ン 1 の 増幅を 行い , 腫
瘍細胞 の 転移 の 有無を調 べ た .
2 . 腫瘍移植肢切断 マ ウ ス に お け る肺転移腫瘍細胞 の 検出
1×108個 の r/m H M-S F M E-1 細胞 を , 20匹の Balb/c マ ウス
足蹴に 移植 した . 腫瘍 移植後7 日 , 14 日お よび21 日に それ ぞれ
5匹 ずつ 腫瘍移植肢を切断 した . 他 の 5匹は 切断せずに 経過を
み た . 腫疹移植後112日 まで 観察 し , 生存 して い た 8匹(腫瘍移
植 7 日目腫瘍移植肢切断 マ ウ ス 3匹, 14 日 目移植肢切断 マ ウ ス
2 軋 21 日 目移植肢切断 マ ウス 1 匹お よ び移植肢非切断 マ ウス
1 匹)か ら肺 を摘出し た . 摘出 した 肺か ら下記 の 方法 に 従い 高
分子 D N A を抽出 し , 制限酵素 Hind Ⅲ で消化軋 PC R法で ヒ
ト ｡_〟αで ｡∫J エ ク ソ ン 1 の 増幅 を行 っ た . そ して , 腫瘍移植肢
切断糊臥 すな わ ち 原発腫瘍部 が切断 され , 原発巣か らの 腫瘍
供給がな い 状態で の 肺転移腫瘍 の 有無 を調 べ た ･
3 . 高分子 D N Aの 抽出
腫瘍移植 Balb/c マ ウ ス よ り摘出 した肺 は l 金属網上 で 薬サ
ジを用 い て 細砕 した . P BS に懸濁 し, 15ml の ポ リ プ ロ ビ レン
チ ュ ー ブ に移 した . 4 ℃, 30 0回転/飢 5分間で遠心洗浄し,
沈澱を 得た . 本沈殿 よ り, 前記 の 方汝を 用 い て 高分子 D NA を
抽出 した . また , 別に 非担癌 マ ウ ス 肺 よ り , 同様 の 方法償
て
D N A を抽出 し, コ ン ト ロ ー ル と した .
4 . 鋳型 D N Aの 調整
担痛B al b/c マ ウ ス 肺お よび 非担痛 Balb/c マ ウ ス 肺 D N Aを
Balb/c マ ウ ス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出
前記の 条件 で制限酵素 EcoR Iま た ほ Hind Ⅲで 完全に 消化 し
た . エ タ ノ
ー ル で 沈澱 させ た後 T E緩衝液 に 溶解し, D A PI法
を用い て D N A濃度を算定 した .
5 . P C R法
制限酵素 Ec oR I, Hind Ⅲ消化後 の D N A Ipg を鋳型 と し
て , P C R反応用緩衝液 [ 最終濃度10m M Tris- H ClpH 8･3,
1.5m M MgC12, 50m M K Cl], デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液
[d A T P, d G T P, d C T P, d T T P(宝酒造) 最終濃度各 200pM],
(+)鎖 お よび (
- ) 鎖プ ラ イ マ ー (図1)14)溶 液 [ 最終濃度各
1〃M] を加 え , 高圧蒸気滅菌 した 蒸留水を用い 全量を 22･3〃1に
調整 した . 反 応用 チ ュ ー ブ と し て ほ 高圧蒸気滅菌処理 した
0.5ml 用チ ュ ー ブ (サ イ メ デ ィ ア , 東京)を使用 した . また ∴遺
伝子増幅装置 と し て は , プ ロ グ ラ ム コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ム
P C-700(サ イ メ ディ ア) を 用い た . 遺伝子 増幅反応 ほ95 ℃で 5
分間加熱後 , 鋳型 D N A と プラ イ マ
ー を55 ℃ で 5分間結合 さ
せ , Perfect Match Polym er a seEnhance r(Strategen e, La
Jo11a, C A, U S A)2.5〃1 と Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ (Perkin-E-
1m erCetu s, No r w alk, C A, U S A)1 単位を加えた . その 後 , 熱
変性94 ℃, 1分間 , ア ニ ー リ ン グ55 ℃, 1分間, D N A合成72
℃, 2分間を 1 サ イ ク ル と し て 合 計3 0サ イ ク ル の 増 幅を 行 っ
た . 反応終了後 , 72 ℃ で1 0分間 の 処理 を 加 え , 4 ℃ に保存 し
た .
6 . P C R産物 の 検定
得られた P C R産物 が目的 とす る D N A断片か否か を検討す
るた め , 得 られた 試料 を制限酵素 Pv u Ⅱ (宝酒造)で 消化 し
た . す なわ ち P C R反応液の 一 部に , 反応用緩衝液 [ 最終濃度
10m M Tris H ClpH 7.5, 7m M MgC12, 60m M NaCl, 7m M 2-メ ル
カ プ ト ニ タ ノ ー ル] お よび Pv u Ⅱ 3単位を 加え , 37 ℃で30分
間反応 させ た . そ の 後 4 % NuSie v eG T Gア ガ ロ ー ス ゲ ル
(FMC Biopr odu cts) 上 で ▲ 制 限 酵素 Ha e Ⅲ で 消 化 し た
◎Ⅹ174 D N A(ニ ッ ポ ン ジ ー ソ)と と もに 1× T A E泳動用緩衝液
を用い て定電圧 80 Vで 電気泳動 し, 得 られた D N A断片の 長さ
を測定 した .
1 4 5 1 G CACG C TG G GT TG CA G C TGC
1 5 0 1T GG CGT TG G G G C C CAG G GA C
1 5 5 1 CC A G CAG CTG C C CTGTGGGG
1 6 0 1 GG GC C CTC CT TG G CAG GTG G
(M o u s e) A
1 6 5 1CG CA G GC CCC T G AG GAG CG A
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7 . 増幅された DN Aの 検出
P C R反応終了後 の 試料 の う ち 13.5/Jl を 取 り , プ ロ ム フ ェ
ノ ー ル ブル ー を 加え全量1 5〃1 と した. 各試料 ほ 0.5mg/ml のエ
チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 4=% NuSie v eG T Gア ガ P - ス ゲ ル
で , 1× TAE 泳動用緩衝液を用い , 定電圧 80 V で電気泳動 し
た . な お , 分子量 マ ー カ ー と して は よ 制 限酵素 Ha eⅡ で消化 し
た ◎Ⅹ17 4 D N Aを用 い た . D N A泳動後は前記の D N Aハ イ プ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 法に 従い , 増幅 さ れた D N Aの 検出を 行 っ
た . 検出はⅩ 線フ ィ ル ム を用い た オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー の ほ
か に , バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー (モ デ ル B A lOOS F, 富士
フ ィ ル ム , 東京) を用い , 放射特性 の 測定と数量化に よ る定量
化を行 っ た .
Ⅵ . 検量線の 作成
1 . 検量線用 D N A試料の 作成
2.2×1 0
7
個 の r/m H M-S F M E-1 細胞由来 D N A を, 前記 の 方
法 に 従 い , 制限酵素 Ec oR l また は Hind Ⅲ を用い 消化 した .
制 限酵素消化後 の D N Aは エ タ ノ ー ル で 沈澱 さ せ た あ と ,
2.2ml の T E緩衝液 に 溶解 した . オ ー ト ク レ ー ブ で滅菌 した蒸











お よ び lxlO
l
個の 腫瘍細胞由来
D N A量とな るよ うに 試料を調整 した .
同様 に非担痛 マ ス ウ肺 由来 D N Aも, 制限酵素 Ec oR I また
ほ H in d Ⅲ にて消化 した . 処理後 エ タ ノ ー ル で沈澱 さ せ , T E
緩衝液 3ml に溶解した . そ の 10分 の 1量に 当た る 30恥l を取
り, 全肺 D N A量の10分の 1量 と して 上 前記の 希釈系列の 腫蕩
D N A を各1 0FLlずつ 加え , ∵既知量の r/m H M-S F M E-1 細胞を 含
ん だ マ ウ ス 肺標準液と し , 検量線作成に用い た .
2 . 検量線の 作成
各 々 の r/mH M-S F M E-1細胞 と非担痛 マ ウ ス 肺 D N Aの 混合
液 に つ い て , 前記の 条件 で P C R法を行 っ た . 得 られ た サ ン プ
ル は前記と 同様 に 4% NuSie v eG T Gア ガ ロ ー ス ゲル に 電 気泳
動後, ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ に 転写 した . D NA ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ソ を行 っ たあと , バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー を 用
ACAG GTAG GC
C G CTGTG GG T
CCTGG GG CT G
G G C AGG AGA C
r G ACA G A A TてA
℡G ÅC G G ÅA ℡且
AC G CT GCAGT
T TGCCC T TCA
G G C CTG GGC C




℡ÅA G C ℡G G ℡G
C CT TG CT GC C
GATG G CCTG
TG G CTGAG CA
G ACC CCG GG C
G 7-G G r GG GCG
℡GG ℡GG GCG
1 m e r
▼
1 7 0 1C C G G C¢G ℡G ℡GG G CÅAG且G ℡ G CGC ℡GA CCA ℡CC A G C ℡G Å℡ C C A G ÅAC CA ℡
1 7 5 1℡℡℡G ℡G G A C G ÅA ℡ACG C CC
Ex o nl
CA C ℡A T A G AG T G A GCC T AG CGCCGCCGTC
1 8 0 1C A GTG C CAG CAG CT G C T GC GG G CG AG C C CAGG A C A C AG C CAGG A T
I
A GGG
1 8 5 1 CTG G CT GCAG CC CCTG GTCC CCTGCA TG GT GCTGTGGC C CT G T C TCC T GC
1 9 0 1T T C C TC AGA GG AGGG GAGT C CC T CGTCTC AG CA CCCCAG GAGAG GAG G G
1 9 5 1GG CA T G AG G GGCA TGAGA GG T ACC AG GG A G AG G CTGGCTG TGTGA ACせCC
2 0 0 1CC C CACG GA A G GTC CTGAG G G G GTC C CTGA G C C CTGTCC T C T GCAG GA T
Fig･1･ 01igo n u cle otide prim ersfor P C Ra mplific atio n a nd their lo c atio n in the hu m an cTHa
-r a SP3)･ Arro w苧 indic ate their




end. The sequ e n c e sho w n abo v ethe hum a n cTHa
- r a Sl indic ate s
S am epart of m o u se c-Ha -r a S34) ge n e. Clos ed tria ngle s sho w the r e strictio n site s of Hind Ⅲa nd Pvu Ⅱ･
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い , 放射活性 の 測定 を行 い , 数量化 した う え で 検量線を作成 し
た .
成 績
Ⅰ . r/m H M-S F M E- 1細 胞の Balb/c マ ウ ス で の 腫瘍原性の
検討
図2 に r/m H M-S F M E-1 細胞 1×10憫 を Balb/c マ ウ ス の 足
眈移植後の 腫瘍増殖 の 経時的変化を示 した . 時 間は 腫瘍移植後
の 日 数を示 し ∴瞳瘍径は最大径を表 した . 腫瘍 の 増殖は 移植 7
日日よ り 肉眼的に 観察され た . そ の 後 , 計測 した 移植21 日目 ま








































Day$ afterin o c uJatio n
Fig. 2. Tu m o rgro wth of r/mH M-S F M E-1 c ells after
in o culatio ninto hind fo otpad. T he m a xim al dim e n sio n of
tu m or burden w a sm e asu red at the cited days.
1 2 3 4 5 6 7
6
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Fig.3. So uthe rnhybridi2;ation a nalysis with
32
p-labeled 91 g
bpfragm e nt with r estriction sites of Kpn I a nd Sa c I
fro mpU C1 8, Which占o ntain ed a ctiv atedhu man c-Ha-ra Sl.
La n e s2, 3 a nd 4 w er eD N As dige sted with Ec oR I.
La n e s5, 6 a nd 7 w e reD N As dige sted with Hind Ⅲ.
D N As w er e e xtr a cted fro m S F M Ec ells (1a n e s2 and 5),
ra s/myc-S F M Ec ells(1a n e s3 a nd 6)a nd r/mH M-S FME-1
C e11s(lan e s4 a nd 7). Hind Ⅲ-digested 入D N Aw a slo aded
a s m arker(1ane l). kbp, kir oba s epair.
野
Ⅱ ･ D N Aハ イプ リ ダイゼ ー シ ョ ン法に よ る S F M E細胞 ,
r a s/m yc-S F M E細胞 , r/m H MqS F M E-1 細胞の 検討
図 3 に S F M E細喝 ! r a S/myc-S F M E細胞 , r/m HM-S F M-
E-1 細胞 よ り抽出 した D N Aの 解析 の 結果を 示 した . プ ロ ー ブ
と して ヒ ト c-Ha l a Sl の エ ク ソ ン 1 を含む 91 9bp の D N Aを
用い た . レ ー ン 2 , 3 お よび 4 ほ制限酵素 Ec oR I処理 , レ ー
ン 5 , 6 お よび7ほ 制限酵素 Hind Ⅲ 処 理 後 の 試料 であ る .
S F M E細胞で ほ , 制限酵素 Ec oR I消化に て 4本 の バ ン ドがみ
られ るが , ra S/myc-S F M E細胞 , r/m H M-S F M E-1 細胞 でほ ,
それ 以外 に 8本 の バ ン ドが み られ た . ま た , 制 限酵素 Hi□d Ⅲ
消化 で は , S F M E細胞で は 2本の バ ン ドが 検出で きるが , r aS/
m yc-SF ME 細胞 , r/m H M-S F M E-1細胞 で はそ れ 以外に 8本の
バ ン ドが 検 出 され た . し か し , r a S/myc-S F M E細胞 , r/
mH M-S F M E-1 細胞で は , 両酵素処理試料 とも同 一 の D N Aパ
タ ー ン を呈 した . こ の 点に つ い て は ヒ ト c-ガα でα ∫J の よ ク ソ ン
2 お よ びエ ク ソ ン 4 を プロ ー ブ と して も , 両細胞 の D N Aハ イ
プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン ほ 全く同 じ で あ り , C-〃αで α∫上
の 挿 入形式 に ほ差 が な い こ とが 強く 示唆 され た .
Ⅲ . r a s/m yc -S F M E細胞お よぴ r/m H M-S F M E-1細胞の病
理学的手法 に よ る転移能の検討
囲4 に , 足 跡 こ r as/m yc-S F M E細胞 ま た は r/m HM-S F M-
E-1 細胞を移植後21日 日の 肺組織 の へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン





Fig. 4. Histologicals e ctio n s of the lu ng of tu m orbearing
mic e o nDay 2l of r/m HM-S F M E-1 c ells (A) or raS/
myc-S FME c e11s (B) in o c ulation (He m ato xylin & Eosin
Stain , ×100).
Balb/c マ ウ ス 自然転移腫瘍で の 転移細胞の 検出
に お い て は , 転移腫瘍巣が多数認め られ , 周 囲の 正常肺魁織ほ
圧排され て い た ･
一 方 , ra S/myc-S F M E細胞移植 マ ウ ス (図
4B)に お い て ほ ト 踵瘍の 浸潤 は 明らか で ほ な く , 正 常肺組織像
と区別 で きな か っ た . な お , 腫瘍細胞移植後14 日目 で ほ l 両 細
胞とも病理学的に ほ 明 らか な 転移は認 め な か っ た .
Ⅳ . 生存曲線
囲5 に , r a S/myc-S F M E細胞移植 マ ウ ス と r/m H M-SFM E-
1細胞移植 マ ウ ス の 生存曲線を示 した . r/m H M-S F M E-1 細胞
移植 マ ウ ス は 全例死亡 した が , ra S/rnyc-S F M E細胞移植 マ ウ ス
で ほ1 匹が100日 目ま で 生存 した . また r/m H M-S F M E-1 細胞
移植群で ほ , 18日 目よ り死亡 例が み られ50%生存期間が39 日 で
あるの に 対 し, r a S/m yc-S F M E細胞移植群で ほ これ よ り遅く ,
41 日 よ り死亡 例が 出現 し50%生存期間ほ70 日 目で あ っ た .
V . マ ウ ス 肺 と r/m H M-S F M E-1 細胞 の ra sI) N Aの
P CR 法に よ る増殖パ タ ー ンの 比較
図1 に マ ウ ス C-〟αで α∫ 34)と ヒ ト c一〟αで α∫J 35)の 塩基配列な
らび に 今回 使用 した プ ラ イ マ ー 14)を 示 した . 図に み られ る よ う
に , 制限酵素 Hind Ⅲ で消化 した ヒ ト D N A を P C R法 の 鋳型
と して 用い た 場合に は!28bp の PCR 産物 が得 られ るカ㍉ マ ウ
ス D N A で は制限酵素 Hind Ⅲ消化に て鋳型 D N A が切断され
るた め , P C R産物は得 られ な い と考えられ る . 図 6 に制限酵素
Hind Ⅲ 消化後の 非担癌 マ ウ ス 肺 D N A お よ びr/m H M-S F M-
E-1 細胸 D N Aの P C R での 増幅後の 電気泳動 パ タ ー ン の 結果
を示 した . 非担癌 マ ウ ス 肺で は , 予測 され る 128bp の P C R産
物の バ ン ドは み られな い が , r/m H M-S F M E-1細胞 で は ヒ ト 括
Tablel. Estim atio n of m etastatic tu m or c ells in the
lu ng ofr/m H M-S F M E-1 c ells in o c ulated mis e
M eta static Estim ated m eta static































▲)day afterin o c ulatio n ofr/m H M-S F ME-1 c ells.
b)M eta static index w as c al ulated a s cited Fig. 9.
C)Estim ated n u mbe r of m etastatic r/rnH M-S FM E-1 c e11s
in thelu ng of mic e.
0 20 40 60 8 0 100
Days afte rin o c ulatio n
Fig･ 5･ Sur viv alpr ofiles of Balb/c mic e after r e c eiving the
tu mor c ells･ 1×1 0
6
r as/m yc-S F M E(s olid lin e) or r/
m HMrS F M E-1(dotted lin e)c e11s w er einjected s ubc uta n e-
Ou sly per m o u s e. su r viv al r ate s(%) w ere calc ulated o n





1 2 3 4 5 6 7 8
Fig･ 6･ Geトelectrophor etic a n alysis of hu m a n c-Ha-rar
Sl arnplified with P C R. Hind Ⅲ-fragrn e nted D N As fro m
n or m al Balb/c m ou去e lu ng (1a n es2, 3, 4 a nd 5), r/
m H M-S F M E-1 c ells(1an e s6 a nd 7)a nd pU C EJ.6.6(1a n e8)
W er e a mplified･ Siz e m arker(1a ne l) w asfr agm e nts of







- ele ctrophoretic a n alysis of PC Rprodu ct
s of D N A
f, O m r/m - H M-SF M E,1 c ells･ P C Rprodu ct a mpli董ied with
the set of prirn ers cited in Fig l(ia n e2), Pvu Ⅱ fragm e n
-
ts ｡f P C Rpr odu ct(la ne 3). Siz e
･ m arker■(1an el) w a sHa e
Ⅲ fragm e nts of ◎Ⅹ174･
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又
Fig.8. Detectio n of hu m a ncMHa-raSI s equ e n c eby P C R
ar nplific atio n. Vario us a m ou nts of D N As fro m r/m H M-
S F M E-1 ce11s w er e mix ed with D N As fro m lu ng of
n or m al Balb/c m o u se. Befor e mixing, both D N Asw er e
digested c ompletely with Hind Ⅲ. For la n e sl, 2, 3, 4, 5,
6, 7 a.nd 8, D N As fr o m r/mH M,S F M E-1 c ells w er emiⅩed








a nd lO6 c ells per
On ete nth of m o u s elu ng D N Are spe ctiv ely and the nthe s e
mixtu re s w er e u sed a ste mplate for P C R. (A) Etidiu m
br omi de stain . (B)D N A hybridiz atio n with 32p-labeled 91 9































Nu mber ofr/m H M-SF ME-1 cells
Pe r O netenthof m ouselung
性化 crHa-r a SI が導 入 さ れ て お り , 128bp の P C R産物 が得ら
れ た . こ の PC R産物 は , 制 限酵素 Pv u Ⅱ に て 消化す る と
128bp の 長 さ の バ ン ドは 消失 し82bpと 46bp の 2本 に 消化され
る (図1). 図7 に P C R産物 を制限酵素処 理 した 結果を 示 し
た . レ ー ン 2 に制限酵素消化前 の 1 28bp の P C R産物 を 示 し
た . こ の 産物を 制限酵素 Pv u Ⅱ で 消化す る と , レ ー ン 3の よ
うに 128bp の バ ン ドは 消失 し , 新た に 82bp の バ ン ドが出現し
た . また , 46bp の バ ン ドほ混在す る プ ラ イ マ ー の バ ン ドの 近傍
に 移動する た め , こ の バ ン ドの 幅が 広くな っ て い た . 本結果よ
り , こ の P C R産物 ほ l ヒ ト c-〃αでα∫ヱ 由来の 産物である こと
が確認できた . 従 っ て , 制限酵素 Hind Ⅲ消化を行う こ と によ
り, ヒ ト 特異的 c一〟α一化 ∫上 の 検 出が可能で あ っ た .
Ⅵ . r/rnH M- S F M E-1 細胞 r a sDNA の P C R増幅に及ぼす
当該細胞 D N A量 と正 常マ ウス 肺 D N Aの影響
肺 に 転移 した r/mH MTS F M E-1細胞数を定量す る ため に , 正
常 マ ウ ス 肺 D N A内に 含 まれ る腫瘍細胞由来 ヒ ト c-ガ かr α∫J を
PC R 法に て 増 幅 し , 定 量可 能か 否か を 検討 した . 制限酵素








2お よび lXl O
l
個 の 細胞数 に 相当する様に
希釈 した . こ の 試料を , 制限酵素 Hind Ⅲ 消化正 常 マ ウ ス 肺















Nu mbe r ofr/m H M- S F M E-1 cells
Pe r O n et nthof m o u s elu ng
Fig. 9. Relatio n ship of dete ctable P C Rpr odu cts a nd tu m o
r
c ells in m o u s elu ng. P C Ra mplificatio n w a sperfor med
afterte mplate D N As w er edige sted with Hind Ⅲ(A)or
Ec oR I(B). Calculatio n of n u mber of tu mor c e11s w as
cited a s Fig, 8. M etastatic inde x w ascalc ulated as(a
v alu e of e a ch s a mple sby bioim age a n alyz er)/(a v alu e of
l O4 c ells s a mple m e as.ur ed by bioim age a n alyz er)･
Balb/c マ ウ ス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出
した . 図 8に そ の 反応産物の 4% NuSie v eG T Gア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電気泳動の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色像(図8 A) と D N Aハ
イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ( 図8B) の 所 見 を 示 し た . ヒ ト
c-〟αでα∫J の P C R産物 ほ , エ チ ジ ウ ム プ ロ
･
マ イ ド染色法 で は
1×10憫 以上 の 細胞由来 D N A量 で 検出できた が , D N Aハ イ プ
リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 法 を 用 い る と 】 1×10
3
個 以上 の 細胞 由来
DN A量で 検出できた . また ∫ 細胞由来 DN A量が増す に 従 っ
て , バ ン ドが 濃く な る こ と が 観察 さ れ た . 一 方 , 正 常 マ ウ ス
D N A単独の 場合でも , P C R法に よ る増幅で , 128bp の 長 さを
持つ バ ン ドが 検出され た . 本 D N Aハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の
結果を バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー で 数 量化 して , グ ラ フ に
し , 検 量 線 を 得 た (図9 A). 指 標 と し て 用 い た 転移指数
(m etastaticinde x)は ▲ 1×10
4
個の 細胞由来 D N A量 で 中値を基
準値と して , バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー か ら得 られ た 各測定
値を基準値 で 除 した 比で ある .
転移指数 =
略サンプルのバイオイメ ー ジアナライザー による測定値)
(104個の腫瘍細胞 DNAサ ンプルのバイオイメ ー ジアナライザ ー による測定値)
本 グ ラ フ に 示 す ように , 全肺 の 10分 の 1 相当量 の D N A に
1×10
3個 の 腫瘍細胞を含む検体か ら P C R産物ほ増加 しは じめ ,
1×106 量の 腫瘍細胞を含 む検体 まで 直線的に増加 した . 制限酵
1 2 3 4 5 6 7 8 9101 1 1213
静 僻 舶 郷 噸 灘 漸 ㊥ 確 執 醸
Fig.10. So uther nhybridiz atio n a n alysis of P C Rpr odu cts
a mplified fr o m s a mple s of tu m orbe aring mic e. D N A
S a mple sfro mlu ngs at 7 days(1a n e$ 1, 2 a nd 3), 14 days
(lan es4, 5, a nd 6), 21 days(1a n e s7, 8 a nd 9) a nd 28 days
(1anes lO, 11 a nd 12) after tu m orin o c ulatio n w e re
a mplified with P C R. La n e13w asmix ed D N A fr o mlO
4
tu m or c ells a nd o n etenth of m o u selung (contr ol). Pr obe
W aS919 bp fr agm e nt fr o m pU C1 8, Which c o ntain ed
ac_tiv ated hu m a n c▼Ha l a Sl.
bp









Fig,11. Dete ctio n of etidiurn bro mide-Stain ed c-Hapr a sI
DN Asamplified with P C R. Te mplate D NA s a mples(1a n es
2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8)w ere e xtr a cted fr o mlu ngs of Balb/c
mic e afte r a mputation of tu m orin o c ulated legs. Siz e
m arker(1a n el) w a sHa e Ⅲ 王r agm e nts of ◎Ⅹ174. T he
right la n e(la n e9) sho w ed the D N As fro m pU C E.J.6.6
a mplified with P C R(c o ntr ol). Arro win dic ate s apositio n
O王128bp.
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素 Ec oR I処理 サ ン プ ル に て , 制限酵素 Hind Ⅲ消化時と同様
の 操作 を行い , 得られ た 検量線 を図 9B に 示 した . 制 限酵素
Hind Ⅲ 消化時と同様に , 1×103個 の 腫瘍細胞 を含む検体か ら
検量線は上 昇 し , 両酵素処理 に よ る検量線で ほ ぼ ぼ同様な結果
が得 られ , 再現性を持 つ こ とが 判明 した . した が っ て , マ ウ ス
肺 に 転移 した r/m H M-SFM E-1 細胞 が 1×104 個以上 あれ ば本
方法を用い る こ と に よ り定量的に 検出可能である こ とが , 明 ら
か とな っ た .
Ⅶ . P C R法に よ る肺の転移腫瘍細胞の 同定
囲10に 腫瘍移植 7 日目, 14 日目 , 21日 日お よ び28日日の 担癌
マ ウ ス 肺 DN A の P C Rの 結果を示 した . 特 に移植28 日目に ,
腫瘍 由来の 1 28bp の バ ン ドが 濃く検出で きた . 表 1 に 移植 7 日
臥 14日目 , 21日冒 お よび28 日目の 腫瘍移植 マ ウ ス 肺 DN Aの
P C R産物を , バ イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イザ ー を 用 い て 数量化 し
た結果を示 した . 数値 ほ検量線 と同様に , 実際に得られ た 検体
の 測定値を , 検量線の 基準値で険 して 得 られ た 転移指数を用い
て 表 した . 各数値は 平均値で示 した . 個体差は ある が全体と し
て 経時的に腫瘍細胞由来 と考え られ る P C R産物ほ増加す る傾
向にあ っ た . ま た 巨 魁織標本で は腫瘍移植14日目で ほ 明らか な
転移 は認め られ なか っ たが , P C R法で は移植1 4日 目に ほ 明 ら
か な腫瘍由来の P C R産物が得 られ た .
図11に 腫瘍移植肢切断後の 生存 マ ウス 肺 D N Aの P C R所見
を示 した , 腫瘍移植肢の 切断後91 日か ら105 日の 検体で あるが ,
い ずれ の 肺 D N A検体でも P C R後 の エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染
色所見 では , コ ン ト ロ ー ル と 同 じ1 28bp の P C R産物が得 られ
た . こ の 実験に お い てほ ∴陸瘍細胞を供給する 可能性の ある原
発巣ほ切断 され て い るた め , 実験結果ほ 転移を起 こ した 腫瘍 の
存在を表すもの と 考え られ た . な お , 腫瘍 移植肢 を切断 しな
か っ た 1 匹で は , 最終的に 肉眼的 に ほ 腫瘍移植部位に 明らか な
歴癌形成ほ み られなか っ た .
また , 移植14日目 お よ び28日 目 の マ ウ ス 肺 の P C R法 の エ チ
ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色所見を図 1 2 A に示 した. 移植14 日目 で
A 1 2 3 4 5 6 7 89 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 16 1 7
牽 嚢嚢 車 重 寮 墓 誌冒
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 13 1 4 1 5 1 6 17
Fig.1 2. An alysjs of etidiu m br o mide-Stained P C Rprodu cts
fr o m lu ng (A) a nd kidn ey (B) of tu m or bearing mic e.
D N Asfr o m each orga n s at14 days(1a n e s2,3, 4, 5, 6,7, 8
a nd 9) a nd 28 days (la n eslO, 11, 12, 1 3, 1 4, 1 5a nd 1 6)
afterin o c ulatio n w er e u s ed aste mplate sforP C R. Siz e
m arker(1a n el) w a sHae Ⅲ 王r agm e nts of ◎Ⅹ174. T he
rightla n e(la n e1 7) sho w ed the D N As
_
fro m pU C E･J･6･6
a mplified with P C R(c ontr ol). Arr o windic ates apositio n
Of 128 bp.
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は P C R産物 は 1検体で同定 され た が , 移植28 日目で は 5 検体
で み られ た . さ ら に , そ の 強度ほ 】 移植28 日目で 明 らか に 増加
して い た . 同時 に行 っ た 腫瘍移植 マ ウス 腎臓 D N Aの P C R法
の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色所見を図12 B に示 した , 移植14日
日の 腎臓 で は 8検体 で P CR 産物 が得 られた が , 28日目 で ほ 1
検体 とむ しろ減少 し, その 強度も減弱 して い た . こ の 結果 は肺
とほ 異な っ て い た .
考 察
悪性腫瘍 の 特徴 の 一 つ に 転移 が ある . 転移は 原発巣か らの 逸
脱, 流血 中 へ の 出現 , 臓器 へ の 定着 , 転移部位で の 増殖な ど ,
極め て多く の 過程を経て 成立するもの で ある . 従来 よ り , 転移
に つ い て様 々 な研究 がな され て い るが , 近年特 に 関心が高 ま る
傾向にある . そ の 結果 , 転移 に 関連 した 遺伝子が発見 され
15)16〉
,
細胞接着分子1 8)1g)や細 胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素
2岬) の 関与 が 明
らか に な り つ つ あ る . ま た , 既知の 癌遺伝子の 幾 つ か で , 転移
と の 関連が 考え られ て い る1
3)22)
本研究で 使用 した r/m H M-S F M E-1 細 胞に は , 活 性化 ヒ ト
c一方 か rd ∫J が導入 され て い る . r α∫遺伝子 と転移 と の 関係に つ
い て は , 本 遺 伝 子 の 導 入 に よ り 転移能 が 高 ま る と い う報
告4)8ト 11)と , 細胞 に よ っ て ほ転移 に は 関連が な い5)12)と い う報告が
あり 一 定 して い な い . S F M E細胞ほ , Balb/c マ ウ ス の 胚芽細
胞よ り確立 された 細胞で , 腫瘍原性 ほ なく , 血 清添加に よ り増
殖が阻害 され る と とも に 終末分化形質を発現す る
27)
. 本細胞 に ,
ヒ ト膀胱癌由来括性化 c一βα サα∫J お よ び マ ウ ス c-m ツC を 導入
して 確立 され た r a s/m yc-S F M E細胞28)で は , 形質転換 の た め
Balb/c マ ウ ス に 対 し て腫瘍原性 を示すが , 転移能は 低 い ･ しか
し , ネ オ マ イ シ ソ 耐性遺伝子保持 プ ラス ミ ド pS V 2n e o導入 後
の 本細胞 を マ ウ ス に 移 植 し , 肺 転 移部 か ら 確 立 さ れ た r/
m H M-S F M E-1 細胞l】でチま′ 明らか に r a s/m yc
-S F M E細胞 よ り
肺 へ の 転移能の 高 い こ とが 示 され た . D N Aハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ソ に よ る両細胞 の D N A解析 で ほ , 両者 の rα∫の 挿入 様式
に は 明ら かな差 は なく , ま た , R N A解析 でも , 両細 胞 で の
r α∫の 発現 に は大差 ほな か っ た
2g)
. また , 液体培養 で ほ , 血 清 の
有 無 に 関 わ らず r/m H M-S F M E-1 細胞 に比 べ て ra s/m ycr
SF ME 細胞 の 方が 早く増殖す る
29)が , B al b/c マ ウ ス に移植 した
場合の 生存日数 で ほ , r/m H M-S F M E-1 細胞を 移植 され た マ ウ
ス の 方 れ 明らか に 早期 に死亡 した . 生体 内で の 細胞増殖 を培
養条件下の もの と比較す る こ とに 問題はある が , 生存 日数 に差
の 生ず る原因の 一 つ と して , 細胞 の 持 つ 転移能 の 違 い嘉ミ考え ら
れ る . 両細胞の 転移能の 違い が どの ような 点に ある の か は 現在
まだ 明らか で は なく , 今後の 検討課題 で あ る .
と こ ろで , 癌転移サニ関す る報告 の 多くは , ヌ ー ド マ ウス を 用
い た実験結果で ある 町 丁〉. した が っ て , T細胞系の 欠損に よ る免
疫能の 低下が あり , 同系の 腫瘍で なく とも ヒ ト痛等 の 移植に よ
り腫瘍を形成 させ る こ とが で き る とい う点 で , きわ め て すぐれ
た実験系である . しか し, こ の 糸 で ほ , T細胞系 の 完全欠損 と
い う通常の 生体 で は起 こ り えな い 異常 が あり , こ の た めに 生体
内で の 転移状態 を 正確 に把握す る こ とは 不可能である . 一 万 ,
r/m H M-S F M E-1 細胞 は , 免疫 欠損 の な い 同系 マ ウ ス で あ る
Balb/c に 移植す る こ と に よ っ て , 腰瘍形成 が起 こ る と い う点
で , ヌ ー ドマ ウ ス な ど, 免疫系 に異常を持 つ 動物を用い た実験
系 よりも , 癌細胞 の 動態 に お よ ぼす生体反応細胞お よび 困子の
解析 に は 有用 と考えられ る .
野
今 回, 本細胞の 持つ 転移昏引こ つ い て , 病理学的お よび 分子生
物学的に 比較検討 した . 分子生物学的手法が普及す る まで ほ ▲
転移細胞数の 定量化ほ , 主に 病理 学的方法
6)7)や , 臓器表面の転
移結節数 の 算定
25)28)で 評価 されて い た . すな わ ち 一 転移巣の 数と
して 評価 され , 細胞数 に つ い ての 検討は 行え な か っ た . 今回用
い た 実験系 で ほ , 腫瘍移植21 日目で 病理学的に 明 らか な肺転移
腫瘍の 存在 を確認す る こ とが できた が , 1 4 日目の 摘出肺 で は転
移所見ほ明 らか で ほ なか っ た .
近年 , 微 小転移 の 同定 に P C R法が 有用である こ とが 報告さ
れ て い る
2)17)
. 本研究 でも , 本糸で の 転移の 評価 に P C R法を試
み , 転移検出 に お け る有用性 に 加 え , 転移腫瘍細胞数の 数量化
の 可 能性を検討 した . P C R法ほ 亭aikiら30)3Ⅰ)に よ り開発され た
方法 であり , 目的 とす る遺伝子を , プ ラ イ マ ー と 呼ばれる 2種
類の オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドと 耐熱性 D N A ポ リメ ラ ー ゼ を 用い
て , 増幅 させ る方法 である . 本方法を 用い て特異的 D N A を増
幅す るこ と に よ り 目的遺伝子が微量であ っ て も検出可能 とな っ
た . 現在 , 各種 ウ イ ル ス
38)37)
, 鮭核菌38)な どの 微生物 の 検出, 腫
瘍遺伝子
3g)
･ 腫瘍抑制遺伝子40)頼 の 有無 の 検索 , 微小残存病変の
検肝
2) な ど , 多方面に わ た っ て応 用され て い る . こ の 方法ほ ,
高温 で D N Aを 1本鎖化 した 後 上 低温 で 標的遺伝子に特異性の
高い プ ラ イ マ ー を結 合さ せ て ▲ D N A ポ リメ ラ ー ゼ を 用 い よ 鋳




ル 数 を増や す こ と に よ り目的遺伝子を100 万倍以 上 に増幅する
こ と が 可 能 で ある . ま た , 耐熱 性 D N A ポ リメ ラ ー ゼ の 採
肝
3) や 自動化 シ ス テ ム の 開発 に よ り , 一 般実験施設に お い ても
容易に 行うこ と が で き る ように な っ て きて い る . しか し, 逆に
そ の 鋭敏性 に よ り , 異物や 対象外 の 類似遺伝子の 混入 などがあ
る と ∴誤 っ た結 果が得られる危険性も指摘 され て い る
44)
. 本実
験で は t こ の 点 を考慮 し, P C R お よび前処理の 一 連の 操作ほす
べ て ク リ ー ソ ベ ン チ 内で 行い , ま た極力デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル の 器
具を 使用 し , P C R前後の サ ン プ ル の 扱 い は 別 々 の マ イ ク ロ ピ
ペ
ッ トを 使用す るな ど し て , 異物 の 混 入 を で き る 限 り予防し
た . そ の 結果 ∴鋳型 D N Aを 加えず に 行 っ た P C R検査で ほ,
増幅産物 は全く検出できず , 得 られた 実験結果 は純粋に対象試
料に 依存 した 反応結果で あると 考え られ た . ま た , サ イ クル 数
の 増加 に よ り , 非特異的増幅産物が得 られ る場合もあると指摘
され て い る が , 今 回 の 実験に お い て ほ 1 日 的とす る c一〃αで 那ノ
エ ク ソ ン 1 内の 1 28bp 由来の 増幅産物 の み が得 られ , 他の 非特
異的産物 ほ得 られ なか っ た . さ ら に , ア ニ ー リ ン グの 温度が不
適切であ る場合 に は , 目 的とす るバ ン ドの 検出が で きな い場合
や , 非特異的産物が得 られ る こ と もある が , 図 に 示 した よ う
に , 得 られ た結果は全て 単 一 の バ ン ドで あり , ア ニ ー リ ン グの
温度も問題な い もの と考 え られ た . 以上 よ り , 本実験の 条件は
ヒ ト c一打αでα∫J の エ ク ソ ン 1の P C R法 で の 検討に 適 してい る
と考 えられ た .
検量線 の 作成に あた っ て は , ま ず 3匹 の 非担痛 マ ウス 肺よ り
高分子 DNA を 抽出し , それ ぞれ の D N A量を 検討 した ･ 抽出
操作 や , 個体差に よ ると思われ る D N A量 の 差が み られ , そ の
差を で き る だ け少 なくす る た 捌 こ , 3匹 の マ ウ ス よ り得た
DNA 溶液を全て混合 し , そ の 30分の 1量を 便宜上 1 匹の マ ウ
ス 肺 D N Aの1 0分 の 1量 を代用す るもの と考え た ･ また , 腫瘍
細胞に つ い て ほ細胞数 を算定した後 D N Aを抽出 し, 制限酵素
Hind Ⅲ 処理衝 こ1 0倍ず つ 段階希釈 し, 各腫 瘍細胞数由来の
D N A と考 えた . 以上 の 方法 で得た サ ン プ ル を種 々 の 割合で混
Balb/c マ ウス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出
合し, こ れ を標準液 と して 検量線を作成 した ･ 〃か r α∫ほ 動物種
を越え て よく保存 され て い る遺伝子で , マ ウ ス と ヒ トと の 間で
も相同性 が高 い . r/m H M-S F M ETl 細胞 に 導入 されて い る ヒ ト
c-〟かrα∫上 達伝子は ヒ ト膀胱癌由来 で あり , コ ド ン12の 点突然
変異に よ り惰性塑 とな っ て い る
35)
,
一 方 マ ウ ス ガ かr α∫ 遺伝子
はt コ ド ン 5 とコ ドン 6の 塩基配列が ヒ ト と異な り , 制限酵素
托 nd Ⅲ の 認識部位を持 っ て い る . そ の た め に 本酵素 で消化す
ると , マ ウス Ha l a SD N A ほ切断 され , P C R産物ほ得 られな
い が , 制 限 酵素 Hind Ⅲ 認識部位 を 持 た な い ヒ ト活 性型
c-古か rα∫J では P C R産物が得 られ る . した が っ て , こ の 前後に
プライ マ ー を 設定 し, 制限酵素 Hind Ⅲ 処理 DN Aを 鋳型 と し
て P C R反応を行 えば , ヒ ト活性型 c-〟 かr α∫J の み が 増幅 さ
れ , そ の 結果, 特異性 の 高 い 結果を得 る こ と が で き る と 考え
た . 実際 , 腫瘍細胞由来 D N A を含 ま な い 正 常 マ ウ ス 肺由来
D NA に つ い て ほ , エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色法で P C R産物ほ
検出でき なか っ た . しか し , ヒ ト c-〟αでα∫J の エ ク ソ ン 1 を プ
ロ ー ブと して 行 っ た D N Aハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ検査で ほ よ
128bp の 部位に バ ン ドが 認め られ た . また , 制限 酵素 Ec oR
I で処理 して作成 した 検量線に お い ても , D N Aハ イ プ リダイ
ゼ ー シ ョ ソ法で は正 常 マ ウ ス 肺 D N A で∴陸瘍と同様の 箇所に
薄い なが らも 1 28bp の バ ン ドが み られた . こ の 原 因と して は ▲
異物の 混入 は前述の 理由よ り考え にくく , 非特異的な産物であ
る可能性に つ い ても , ヒ ト c-〟d-rα∫g エ ク ソ ン 1 とハ イ プリ ダ
イ ズす る こ と よ り考 えられず, マ ウ ス 肺 D N A中の マ ウ ス 由来
の βか rα∫の 一 部が メ チ ル 化な どの た め制限酵素で 完全 に 消化
されて い な い 可能性 が考 え られた .
作成 した 検量線 よ り , 103個の 細胞由来 D N Aの 段階で 明らか
に P C R産物 の 増加が み られ は じめ た . こ の 結 果は , 制限酵素
Ec oR I を使用 した検量線でも , 制限酵素 Hind Ⅲ を使用 した
検量経でも同様の 結果 で あり , 再現性 を 有 して い た . 従 っ て ,
混在させ た正 常 マ ウ ス 肺 D N Aの 量 と の 比か ら , 1匹の マ ウ ス
の 肺に腫瘍細胞が 1 04 個あれ ば本方法 で 検出が 可 能で あると い
う こ とが 明らか とな っ た . こ の 検出限界ほ , ヌ ー ド マ ウ ス を用
い た太 田の 報告3)にほ ぼ 一 致 したも の で あ っ た .
本法の 問題点 と して , P C R法 に よ り検出 さ れ た 腫瘍細胞 が
転移細胞か否か と い う点が あげられ る . Endo ら
2)ほ , 非腫瘍性
細胞の 移植に よ り , 一 過性に 肝臓 に 同細胞の P C R産物が検出
されるが 経時的に 消失 して い く た め , 結論 と して , 流車中に 出
現 した移植細胞 が肝阻織に描獲され た た めで あると 報告 してい
る, こ の よ うに , 臓器摘出時に 流血 中の 腫瘍細胞を同時に 採取
して い る可 能性もある . 本実験 で は , 腫瘍 移植後 一 定期 間毎
に, 腫瘍移植肢の 切断を行 っ た マ ウ ス に お い て , 肺転移の 有無
を P C R法を用 い て 検討 した . こ の 条件で は , 原発巣か らの 流
血中 へ の 腫瘍細胞の 流出ほな く , 結果ほ 純粋 に 肺転移腫瘍 に よ
るもの を反映す ると考 え られ , 実際に P C R法に て腫瘍由来 の
P C R産物 を得 る こ と が で きた . こ の こ と ほ 一 本実験系に よ り肺
転移腫瘍細胞の 検出が 可能 で ある こ と を 示 して い る . また , 流
血の 影響に つ い て ほ , 取 り扱 い が 比較的容易で , 血 流量の 畳嘗
な腎臓を用い 検討 した . そ の 結果 ‥ 睦瘍移植後14 日目に ほ 明 ら
かな P C R産物の 検出が で きた . しか し∴組織学的検索を行 っ
た別の 2検体 で は こ の 時点で は転移ほ 明らか で は なく ▲ 血 流中
へ の 腫瘍細胞 の 流出の 可能性も疑わ れ た . 極め て 興味深 い こ と
に
, 移植28日 目にお い て ほ , P C R産物 ほ著明な肺転移 を伴う1
検体の みで しか 検出され な か っ た . こ れ は , 移植14 日目に 腎臓
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に おい て腫瘍細胞の 存在が認め られ なが ら , 転移腫瘍 と して 成
立 して い な い こ とを表 して い ると 考え られ るが , なぜ P C R産
物 の 減少を認め た の か とい う原因に つ い ては 今後検討 を要する
問題点と して 挙げ られ る .
肺転移の 経時的変化 に つ い て の 検討で は , 移植 7 日目の マ ウ
ス 肺よ り P C R産物が得 られ た . ま た こ の PCR 産物は経時的に
増加 し, こ の こ とほ 転移が成立 し, そ の 後腫瘍細胞が次第に増
殖 して い く こ と を表 して い ると考 え られ る . 別 に 行 っ た移植14
日目 と28 日目の マ ウ ス 肺の P C R法で も同様な経時的増加を認
め た . 検量線を用 い て 推測され る マ ウ ス 1匹 当た りの 肺転移腫
瘍細胞畳 は , 1 4 日目 は 1.5 ×106個 以 下 で あ り , 2 8 日目
4.0×1 06個 で あ っ た .
以上 よ り, r/mH M-S F M E-1 細胞 と正 常 Balb/c マ ウ ス を 用
い た 転移実験系で の 肺転移腫瘍細胞数 の 推定が , P C R法 を 用
い る こ と に よ り可能 であり, 本実験系 は t 今後生体内で の 転移
現象を詳細に解析する の に 極め て 有用で あると考 え られ る .
結 論
肺転移能の 高 い r/m H M-S F M E-1 細胞 を用い て , マ ウ ス 肺 へ
の 遠隔転移を病理学的検討お よ び P C R法を用 い て検討 した .
ま た , 従来 P C R法 に お い て 問題 と され て い る定量性に つ い て ,
本法 に よ る検量線の 作成を試み , 以下の 結論を 得た .
1 . 親 株 で あ る ra s/myc-S F M E細胞 と比 較 し て , r/
m H M-S F M E-1 細胞 ほ , 肺 へ の 高い 転移能を持 つ こ と が病理 学
的検討お よび 分子生物学的検討に よ り明 らか と な っ た .
2 . 制限酵素 Hind Ⅲ処理 D N A を用い て P C R法に よ り作
成 した 検量線 で ほ , マ ウ ス 1匹 の 肺に 腫瘍細胞が 1 0
4 個以上 あ
れ ば検出可能 で あ っ た . こ れ は 制 限酵素 Ec oR I 処理 した
D N Aを用 い た 場合 でも同様 な結果であ っ た . ま た , 各 々 の 制
限酵素処理 D N Aで 作成 した 検量線 は , ほ ぼ 同 一 の 曲 線を 示
し, 再現性が 確認され た .
3 . 本法を 用い て腫瘍移植 マ ウ ス 肺 へ の 遠隔転移を経時的に
調 べ た . そ の 結果, 腫瘍移植 7 日 目 よ り腫瘍由来の P C R産物
の 検出が可 能 で あ っ た . ま た , 1 群 の マ ウ ス 匹 数 を 増や して
行 っ た 実験 で も , 経時的に 肺 で の 腰瘍由来 P C R産物が増加す
る こ と が確認 で きた .
4 . 本法 を用 い て , 腎臓で の 腫瘍由来 P C R産物 の 検出を経
時的 に 行 っ た . そ の 結果 巨 匠瘍由来 P C R産物の 検出が 可 能で
あ っ た . しか し, 肺と は異な り腫瘍由来 P C R産物 ほ28 日 目に
ほ 減少 して い た . な お , 組織学的に 検討 した と こ ろ よ 14 日 日,
28 日 目ともに 腎臓に は 明 らか な腫瘍 の 転移 の 所見は み られ な
か っ た .
以上 の 結果よ り , 本細胞の 肺 へ の 遠隔転移の 検出な らび に 転
移腫瘍細胞数の 推定に P C R法 は 有用 で ある こ とが 証明 され
た . ま た , P C R法 を組み込ん だ 本実験系ほ , 転移腫瘍細胞数の
評価 を行う うえ で極め て 有用 で あ ると考 え られ た .
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K ey w ords m etastasis, P C R, qu antinc ation, r/m H M
- S F M ENI c ell,lung
A bstra ct
T he r/m H M-SF M E-1 cel11in ehasbe en establishedfrom pS V2neo-introduc edras/myc-SF M Ece11s which had been
tra nsform edfro mS F M Ecellsby activated hu m an c-H a - r aSl and m ousec - myCgen eS. Ithasbee nkn o w nthatthe r/m HM-
SF M E-1 c elllin ehas an abilityto sponta ne ously m etastasize to thelungs ofsyngeneic Balb/c mice. Inthe prese nt study,in
O rderto kn o wthe av ailbility ofthe r/mH M-S F M E-1 c el1 1ine as an experim ent al m odelof metastasis ofc an cer cells andthe
usefulness ofPCRfordetectlng micr o m etastasis ofca nce r c e11s, r/m H M- S F M E-1c ells w erelnJeCtedintothehind footpadof
Balb/c mice, a nd a distant m etastasis ofthetu m or c ells w asdetected by u slng PCR and a c on ve ntio alpathologl C al m ethod.
Prim ers forPCR w e re s etto a mplify e x on l sequ enc e of hu m an -a C tivat ed c-H a - r a Sl gene which ass ociated with the
tu m o ngenicity of th is cell line･ Bythis rnethod, the1 28bp D N A fragm entofexo nl w as a mplified･ When met as ta sis of the
tu m orcells w as co n丘 rmed histologically, the exo nl ffagm e nt w a s alsodetected inthelungs of mice･ Forquantincation of
the m etastasizedtu mor c ellsin thelungs, H ind III-digested D N Aextr a cted 丘o mthe cells w as mixed with thatfro m c e11s of
thelungs ofn or m al mice atdiff trent ratios･ A ftera mplifcation byP C Rand D N A hybridiza tion, the a m ou nt of PCRproduc t
in each mixture w as m e a sured
,
and the n a stand rd cu rv e WaS C O mPleted. Fr om this standard c u rv e,it is possible todetect
thetu m orc ellsby P C R,ifthe nu mber ofm etasta iz edtu mor c ellsisl XlO
4
0r m Or ePerboth 1ungs ofm ous e･ Furtherm or e,
thestandard curv e was very si mi lar tothat c o mpleted fro mthe Ec oR I-digested D N As am ples･ Usingthe standardc ur v e,it
w asde m onstrated thatthe n u mbe rof m etastasIZ lngtu mOr C ellsin thelu ngs ofa m ous e w a sl･5×1 0
6
at1 4 days, a nd 4･0×
1 06 at 28days aftertheino c ulation ofthe tu m or c e11s, re SPeCtively･ T hese resultindica tethatthe r/m H M-S F M E-1c el11ine
is av ailable as a n e xperim ental m odel of m etastasis to the lu ngs of mic e, and thatP C R is als o usefu1 for detection of
micro m etastasis of tu m or cells a nd for estim atio n ofthe n umber ofc ells m et a st asized.
